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APRESENTACAO

Novas tecnologias estdo sendo inseridas todos os dias nas diversas profissoes, e
na medicina veterinaria ndo é diferente, estudantes e profissionais ja experientes estédo
tento que se adequar aos novos tempos, onde a pesquisa realizada pelas universidades e
outros centros de pesquisa voltado para medicina veterinaria, desenvolve novas técnicas
de abordagem aos problemas que sempre existiram, técnicas essas que visam melhorar o
tratamento de enfermidades com métodos menos invasivos e mais eficazes no prognésticos
dos pacientes.

No entanto o dominio de novas técnicas requer mais especializacdo dos médicos
veterinarios, um bom exemplo é a acupuntura que vem garantindo cada vez mais espago
dentro da Medicina veterinaria, voltada principalmente para o tratamento de traumas
musculares, com o objetivo de minimizar as dores e o sofrimento do animal até sua total
recuperacao.

Nesse contexto é mais facil observar a importancia do emprego de novas técnicas
de abordagem na area clinica, esse capitulo tras dezesseis trabalhos abordando o emprego
e a pesquisa de novas técnicas de tratamento das mais diversas patologias na qual os
animais sdo acometidos, fazendo com que profissionais ja estabelecidos no mercado de
trabalho busquem atualizagbes e fazendo com que novos médicos saiam da academia
cada vez mais especializados.

Alécio Matos Pereira
Danrley Martins Bandeira
Cledson Gomes de Sa
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RESUMO: A cicatrizagdo €& um processo
complexo, que pode ser influenciado por uma
série de fatores como, infec¢éo local, doencas
sistémicas, extensao daferidae estado nutricional,
estes fatores podem fazer com que ocorra uma
cicatrizacdo tardia ou uma reinfeccéo da ferida.
Alguns estudos tém descrito os beneficios do
6leo essencial de copaiba, demonstrando suas
propriedades anti-inflamatdrias, antimicrobiana
e analgésicas, porém, ainda ndo se tem uma
quantidade de pesquisas cientificas que
possam afirmar essas propriedades. O objetivo
deste projeto foi comparar os efeitos do o6leo
de girassol ozonizado e do 6leo de copaiba
e verificar a viabilidade como cicatrizantes de
feridas de primeira intencéo, do ponto de vista de
melhor qualidade na cicatrizagdo, menor tempo
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EM RATOS

na cicatrizagdo, melhor efeito anti-inflamatério
e antimicrobiano, por meio de exames
macroscopicos como inspecado e palpacdo. Nao
foram observados aceleragdo na cicatrizagao de
feridas tratadas com copaiba e 6leo de girassol
ozonizado, foi visto a presenca de crostas e
vermelhiddo em todos os grupos de estudo,
ndo sendo encontradas diferencas estatisticas.
Além disso, nenhuma outra alteragao foi vista em
nenhum grupo de estudo. Diante dos resultados,
podemos concluir que o 6leo essencial de copaiba
e 0 6leo de girassol ozonizado ndo apresentaram
resultado superior na cicatrizacdo de feridas de
primeira intencdo quando comparado ao grupo
controle e que o 6leo essencial de copaiba pode
influenciar na presenca de crostas em feridas.
PALAVRAS-CHAVE: Cicatrizagdo, copaiba,
ozonio.

COMPARATIVE ANALYSIS ON THE
EFFECTS OF COPAIBA ESSENTIAL OIL
AND OZONIZED SUNFLOWER OIL IN
AN EXPERIMENTAL MODEL OF WOUND
HEALING IN RATS

ABSTRACT: Healing is a complex process,
which can be influenced by a number of factors,
such as local infection, systemic diseases,
wound extension and the patient’s nutritional
status. Innumerable drugs produced from
plants have been used in medicine for wound
healing. Studies describe the benefits of copaiba
essential oil, demonstrating its anti-inflammatory,
antimicrobial and analgesic properties. Other
studies demonstrate ozone’s healing and
antimicrobial properties. The objective of this
work was to compare the effects of ozonated
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sunflower oil and the essential oil of copaiba and to verify their viability as healing agents of
first intention wounds. Thus, thirty Wistar rats were used, which were divided into 3 groups
(n = 10 per group). The animals suffered an incision in the abdominal line with subsequent
suture. In group 1 0.9% saline, in group 2 the rats were treated with copaiba oil and in group
3 with ozonized oil. The results were very homogeneous, showing no acceleration in the
healing process. A greater occurrence of crusts was observed in groups treated with copaiba
essential oil. Based on the results, we can conclude that the essential oil of copaiba and the
ozonized sunflower oil did not present superior results in the healing of first intention wounds
when compared to the control group and that the essential oil of copaiba may influence the
presence of crusts in wounds.

KEYWORDS: Healing, copaiba, ozone.

11 INTRODUCAO
As feridas sdo definidas como perda tecidual e fisiolégica da pele (BIONDO-SIMOES

etal.,, 2019). A cicatrizagcdo é um processo do organismo que ocorre com o intuito de reparar
os tecidos epidérmicos e dérmicos ap6s uma lesdo (RAMOS, 2017).

A cicatrizag@o é um processo complexo, que pode ser influenciado por uma série de
fatores como, infecgao local, doencas sistémicas, extensao da ferida e estado nutricional,
estes fatores podem fazer com que ocorra uma cicatrizagédo tardia ou uma reinfecgéo da
ferida (CAVALCANTI et al., 2005).

Nos ultimos anos vem crescendo o interesse por produtos naturais utilizados
na medicina popular. Assim, varias pesquisas com a utilizacdo de fitoterpicos tem
sido realizada, com a finalidade de se obter novos medicamentos para tratamento das
enfermidades (CAVALCANTI et al., 2005; BARBOSA et al., 2009).

Tentando contribuir para os processos de cicatrizagdo, diversas substancias tém
sido estudadas para auxiliar na cicatrizagdo de feridas, como o 6leo de copaiba e o 6leo
de girassol ozonizado (RAMOS, 2017; XIAO et al., 2017; BIONDO-SIMOES et al., 2019).

O 6leo extraido da copaiba é um produto natural extraido da de arvores do
género Copaifera, que possui mais de 72 espécies, familia leguminosas, encontradas
principalmente nos biomas da bacia amazénica e cerrado (MARTINI et al., 2016). Desde a
descoberta do Brasil o 6leo extraido da arvore Copaifera vem sendo utilizados como fins de
tratamento de doencas e para outros fins (VEIGA-JUNIOR & PINTO, 2002).

Alguns estudos tem descrito os beneficios do éleo de copaiba, demonstrando suas
propriedades anti-inflamatoérias, antimicrobiana, analgésicas, antitumorais, antineoplasicas
e antinoceptivas, porém, ainda ndo se tem uma quantidade de pesquisas cientificas que
possam afirmar essas propriedades (VIEIRA, et al., 2008; LUCAS et al., 2017).

Além desses beneficios, outros trabalhos foram feitos pesquisando a aplicagédo do
6leo de copaiba como um produto para acelerar o processo de cicatrizagdo de feridas
(MARTINI et al., 2016; BIONDO-SIMOES et al., 2019).

Em um estudo realizado por Masson (et al., 2013) o 6leo de copaiba foi testado
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como antimicrobiano e foi constato que ele tem propriedade antimicrobianas em bactérias
gram-positivas, as principais bactérias encontradas na superficie da pele de humanos e
animais. Em outro estudo realizado por Lucas (et al., 2017) com equinos, concluiu que o
6leo de copaiba tem propriedades que auxiliam no processo de cicatriza¢do de feridas por
segunda intencdo em equinos.

O girassol (Helianthus annuus L) estd entre as maiores fontes de 6leo vegetal
do mundo, é uma planta tradicionalmente cultivada pelos indios, originaria do México. A
planta se espalhou pelo mundo até chegar a Russia, onde foi comercializada como planta
produtora de 6leo. Baseado nessa producéo, a cultura foi se expandindo e hoje é utilizada
em todos os continentes e hoje tem seu uso medicinal (LENTZ et al., 2001; UNGARO et
al., 2009).

O ozb6nio é uma molécula instavel, presente na atmosfera terrestre, formada por
3 atomos de oxigénio que é capaz de rapidamente se decompor-se em oxigénio, desta
forma, ele pode atuar fortemente como oxidante de microrganismos, se usado em uma
concentragdo especifica. O uso desse gas foi introduzido na medicina de forma empirica
e sem precisao ha véarios anos. Nos Ultimos anos tem avan¢ado o uso de ozénio devido a
novos gerados de 0zbnio que sédo capazes de produzir concentragdes precisas de 0zbénio
em tempo real (ZENG & LU, 2018).

Devido a sua propriedade oxidante para microrganismos, o ozénio pode ser
usado com seguranca na medicina, inclusive introduzido no corpo através do sangue em
quantidades baixas (ZENG & LU, 2018). E conhecido por suas propriedades antimicrobiana
direta, principalmente para bactérias gram positivas e varias gram negativas. Além de
suas propriedades antiviral, antifungica, anti-inflamatéria, imunorregulagdo, modificagbes
epigenéticas, analgésicos e vasodilatores. Todas essas propriedades fazem dele um gas
benéfico para utilizagdo como cicatrizante, principalmente para o uso em tecidos moles
(DIAZ et al., 2006; ZENG & LU, 2018; OLDOINI et al., 2020).

Os mecanismos de acdo do 0z6nio como antimicrobiano é feito quando ele
interrompe o acido nucléico ou a camada lipossémica dos microrganismos, com isso, a
membrana é facilmente invadida devido a sua permeabilidade aumentada, oxidando os
microrganismos (ZENG & LU, 2018). Auxilia na inibicdo da atividade metabdlica e na
estimulagdo da producéo de anticorpos (STUBINGER et al., 2006).

A ozonioterapia tem alta eficacia quando utilizada em concentragdes menores, uma
dosagem maior pode ser ineficaz. Em dosagens baixas a terapia com 0zénio estimula uma
acao antioxidante end6gena, junto a producéo de leucotrienos e interleucinas, tendo como
consequéncia diminui¢édo da inflamagéo e da dor (OLDOINI et al, 2020).

O ozdbnio pode estimular a produgéo de imunoglobulinas, ativar macréfagos e deixar
0s microrganismos mais sensiveis a fagocitose (TERESA et al., 2008). Além disso, pode
ativar a expressao de varias citocinas que estdo envolvidas no processo de cicatrizagdo
de feridas, além de haver aumento da migragdo de fibroblastos para area da leséo (XIAO
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et al., 2017).

Alguns trabalhos na medicina veterinaria tém relatado que o 0zdnio tem propriedades
cicatrizantes e antimicrobianas. A ozonioterapia foi utilizada e foi confirmado seu efeito
na cicatrizagdo em alguns trabalhos, como: tratamento de lesGes fungicas em pele de
tartaruga; cicatrizacdo mais rapida em feridas em ratos; tratamento topico para leséo de
pele em porquinho-da-india; diminui¢do do tempo de cicatrizagéo de feridas contaminadas
em canideos; tratamento de ferida, suja, contaminada e profunda em equino, além de
gradativa formacao de tecido de cicatrizagdo para substituir pele necrosada (HAYASHI &
FRIOLANI, 2018).

O presente artigo teve por objetivo analisar se o 6leo essencial de copaiba e o
Oleo de girassol ozonizado apresentam efeitos benéficos na cicatrizacdo de feridas de
primeira intencdo. Comparando os efeitos destes 6leos ao grupo controle onde foi utilizado
somente soro fisiologico 0,9%. Verificando a viabilidade como cicatrizantes de feridas de
primeira inten¢do, do ponto de vista de melhor qualidade na cicatrizagdo, menor tempo
na cicatrizagdo, melhor efeito anti-inflamatério e antimicrobiano, por meio de exames
macroscopicos.

21 MATERIAIS E METODOS

2.1 Local da Pesquisa

O presente projeto foi realizado no departamento de farmacologia da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — UNESP, localizada no municipio de Botucatu,
estado de Sao Paulo, entre agosto de 2020 e julho de 2021. CEUA n° 4255151020.

2.2 Amostras

Trinta ratos da raga Wistar, fémeas, com 12 a 16 semanas de idade, pesando entre
200 e 2509 cada, que serao doados pelo departamento de farmacologia da UNESP, campus
de Botucatu. Os animais ficaram alocados no Biotério do Departamento de Farmacologia do
Instituto de Biociéncias de Botucatu (IBB) — UNESP, em gaiolas com no maximo 3 animais
cada, com dimensbes de 41x34x16cm com tampa de inox e forrada com maravalha branca
de pino autoclavavel. A limpeza da gaiola foi feita duas vezes por semana, com a lavagem
da gaiola e troca da maravalha. O descarte foi feito em lixo branco, contaminado. Os animais
permaneceram sob um ciclo de ilumina¢do de 12 horas (claro-escuro) com temperatura
controlada (23 + 2°C), tendo acesso a ragao e agua filtrada “ad libitum”.

2.3 Distribuicao dos grupos de estudo

30 trinta animais foram separados aleatoriamente em 3 grupos:

Grupo 1 (n=10): Este foi um grupo controle, o qual os outros foram comparados:
Animais que tiveram sua ferida tratada com soro fisiolégico a 0,9%, duas vezes
ao dia, desde o dia da cirurgia até o 10° dia do pos-cirargico. A ferida foi limpa
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com gaze e soro fisiologico a 0,9%. Todo o procedimento foi realizado por um dos
pesquisadores.

Grupo 2 (n=10): Animais que tiveram sua ferida tratada com 6leo essencial de copaiba
(composto por Copaifera coriacea, C. langsdorffii, C. officinalis e C. reticulata) em
concentragdo de 20%. Desde o dia da cirurgia até o 10° dia do pds-cirurgico a ferida
foi limpa com gaze e soro fisiolégico a 0,9%. Apos este procedimento foi utilizado
6leo essencial de copaiba na ferida, duas vezes ao dia. Todo o procedimento foi
realizado por um dos pesquisadores. Origem: DoTerra Lote: 2201714BR Validade:
06/2025.

Grupo 3 (n=10): Animais que tiveram sua ferida tratada com éleo de girassol
ozonizado com indice de perdxido (IP) > 400 mEqg/Kg. Desde o dia da cirurgia até o
10° dia do pés-cirargico a ferida foi limpa com gaze e soro fisiolégico a 0,9%. Ap6s
este procedimento, foi utilizado 6leo de girassol ozonizado na ferida, duas vezes ao
dia. Todo o procedimento foi realizado por um dos pesquisadores. Origem: Ozontop
Lote: 082020 Validade: 07/2021.

2.4 Anestesia e procedimento cirdrgico

Os animais foram transferidos, individualmente, da gaiola para uma campéanula de
vidro conectada ao sistema de anestesia inalatoria para ratos (Insight Equipamentos Ltda,
Ribeirdo Preto, SP) com uso da mistura de sevoflurano 3% e oxigénio medicinal e com fluxo
de 2L/minute para inducéo.

A manutencéo da anestesia foi realizada com a mesma mistura, com mascara nasal
para ratos, porém com concentragdo de sevoflurano de 1,5—-2%. Confirmada a perda dos
reflexos sensoriais e motores, cada animal foi posicionado em decubito dorsal na mesa
aquecedora cirurgica (Heat Pad, Insight Equipamentos Ltda, Ribeirdo Preto, Brasil). Foi
feita tricotomia da regido abdominal, seguido de antissepsia com digluconato de clorexidina
a 2%. Apos esta etapa, foi realizada uma incisdo fusiforme de aproximadamente 5cm no
plano ventral, na regido da linha mediana com auxilio de bisturi, lamina n° 21 e ping¢a dente
de rato, com retirada de um retalho de tegumento de aproximadamente 3cm de margem.
Ainciséo teve aproximacgéo de bordas por meio de sutura (simples separado), para ocorrer
cicatrizacdo de primeira intencdo, com auxilio de fio de nylon 3-0 agulhado, porta agulha
Mayo e pinca dente de rato. Todos os equipamentos e materiais utilizados eram estéreis
ou desinfectados.

2.5 Limpeza e tratamento das feridas

Todas as feridas foram limpas inicialmente com gaze estéril embebida por 2mL de
soro fisiologico a 0,9%, a qual foi aplicada sobre a ferida, fazendo uma limpeza do centro
dela em direcéo a periferia, sempre no mesmo sentido.

Os animais do Grupo 1, tiverem apenas o tratamento com soro fisiologico a 0,9%.
As feridas dos animais do Grupo 2, apés a limpeza com soro fisiolégico a 0,9%, tiveram o
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leito da ferida coberto por 1mL do 6leo essencial de copaiba através de nova gaze estéril.
As feridas dos animais do Grupo 3, ap6s a limpeza com soro fisiolégico a 0,9%, tiveram
o leito da ferida coberto por 1mL do éleo de girassol ozonizado através de nova gaze. As
feridas foram analisadas quanto ao processo de cicatriza¢édo e suas interferéncias nos dias
0, 3, 7 e 10 pelo método de inspecéo e palpacdo. A palpacao e inspecéo avaliou a presenca
de aderéncias, deiscéncia de pontos, eritema, crosta, sangramento, secre¢do purulenta,

situacao das bordas da ferida cirirgica e vermelhidao.

2.6 Eutanasia dos animais

ApO6s concluséo do estudo os animais foram eutanasiados, para isso foram alocados,
individualmente, em uma campanula de vidro conectada ao sistema de anestesia inalatoria
para ratos (Insight Equipamentos Ltda, Ribeirdo Preto, SP), com uso de sevoflurano na
concentracdo de 10%. Confirmada a perda dos reflexos sensoriais e motores, cada animal
foi posicionado em decubito dorsal na mesa aquecedora cirurgica (Heat Pad; Insight
Equipamentos Ltda, Ribeirdo Preto, Brasil) e a manutengéo da anestesia foi realizada com
a mascara nasal para ratos mantendo a concentragdo de 10% do sevoflurano. Em seguida,
foi feita a exsanguinagdo por pungéo cardiaca, utilizando-se uma seringa de 10 mL e agulha
0,7X25. A morte do animal aconteceu por hipovolemia.

2.7 Analise e Tratamento dos Dados

Os dados brutos foram submetidos ao teste de normalidade, apresentaram
distribuicdo gaussiana e, posteriormente, os resultados foram expressos na forma
percentagem e submetidos a andlise de varidncia (ANOVA) de duas vias, seguida pelo
pos-teste de Dunnet. As andlises foram feitas pelo software GraphPad Prisma, com nivel
minimo de significAncia estatistica expresso pela probabilidade (P) <0,05.

31 RESULTADOS

Dentre os critérios propostos no projeto, as unicas alteragcdes observadas na
cicatrizacdo foram presenca de crostas e vermelhidao. Nao foram encontradas diferencas
estatisticas significantes entre os grupos quanto a presenca de crostas, quando comparado
ao grupo controle (P>0,05). Foi observado a presenca de crostas em 40% dos animais
do grupo controle no 3° dia do pds-cirurgico, seguido de 50% no grupo copaiba e 30% no
grupo ozénio, conforme figura abaixo:
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Figura 1: Resultados quanto a presenca de crostas na cicatrizagdo no 3° dia de pés-cirirgico em todos
0s grupos de estudo.

No 7° dia do pods-cirargico foi observado também a presenca de crostas nas
cicatrizagdes das incisdes, porém em menor propor¢do. Nao foram encontradas diferencas
estatisticas significantes quando comparado ao grupo controle (P>0,05). Foi observado a
presenca de crostas em 10% dos animais do grupo controle, 20% no grupo copaiba e 20%

no grupo ozdnio, conforme figura abaixo:

Figura 2: Resultados quanto a presenca de crostas na cicatrizagdo no 7° dia de pés-cirtrgico em todos
0s grupos de estudo.

No 3° e 7° dia do pds-cirurgico foi observado a presenca de vermelhiddo nas incisdes,
mas ndo foram encontradas diferencas estatisticas significantes quando comparado ao
grupo controle (P>0,05). No 3° dia de pés-cirurgico foi observado que 30% do grupo
controle apresentava vermelhidao, seguido de 20% do grupo copaiba e 20% do grupo
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o0zonio, conforme figuras abaixo:

Figura 3: Resultados quanto a presenca de vermelhidao na cicatrizacao no 3° dia de pos-cirargico em
todos os grupos de estudo.

Figura 4: Resultados quanto a presenca de vermelhiddo na cicatrizagdo no 7° dia de pés cirlrgico em
todos os grupos de estudo.

Em um dnico animal do grupo controle foi observado a presenca de secre¢do no 3°
dia de pds-cirurgico, ndo sendo observado essa alteracdo nos demais grupos. Nos dias
0 e 10 do pos-cirurgico, ndo foram encontradas nenhuma alteracéo durante a inspecéo e
palpacéo da incisdo em nenhum dos grupos.
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Figura 5: Incisbes no 3° dia do pés-cirirgico com presenga de crosta e vermelhiddo. Da esquerda para
direita: Grupo controle, copaiba e ozonio.

a ; b ) | o \ i

s
.

Figura 6: Incisdes no 7° dia do pos-cirdrgico com presenca de crosta e vermelhiddo. Da esquerda para
direita: Grupo controle, copaiba e ozbnio.

Figura 7: Cicatriz no 10° dia do p6s-cirargico. Da esquerda para direita: Grupo controle, copaiba e
ozénio.
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41 DISCUSSAO

Os resultados encontrados nessa pesquisa vao contra aos resultados da literatura.
Segundo Hayashi & Friolani (2018), o uso de 6leo de girassol ozonizado faz com que a
cicatrizacdo de feridas ocorre mais rapidamente, porém 0s nossos resultados trouxeram
uma cicatrizacéo de tempo igual em grupos apenas tratados com soro fisiol6gico a 0,9% e
grupos tratados com soro e 6leo de girassol ozonizado.

O mesmo resultado foi obtido nos grupos tratados com 6éleo essencial de copaiba,
a literatura fala que feridas tratadas com éleo essencial de copaiba tem uma cicatrizagédo
mais rapida, porém o grupo de animais com feridas tratadas com soro e 6leo essencial
de copaiba tiveram o mesmo tempo de cicatrizagdo do grupo tratado apenas com soro
fisiologico a 0,9% (MARTINI et al., 2016; LUCAS et al., 2017; BIONDO-SIMOES et al.,
2019).

Pesquisas chegaram ao resultados que tanto o 6leo de copaiba, quanto o éleo de
girassol ozonizado tem bons resultados quanto ao processo inflamatério, porém foi visto
vermelhiddao que pode ser um sinal de inflamag¢éo em alguns animais dos grupos tratados
com Oleo essencial de copaiba e 6leo de girassol ozonizado, indo contra os resultados
encontrados na literatura (VIEIRA, et al., 2008; LUCAS et al., 2017; ZENG & LU, 2018;
BOINDO-SIMOES et al., 2019).

Nos animais tratados com 6leo essencial de copaiba foi visto uma maior presenca
de crostas, esses dados ndo sado encontrados na literatura, podendo esse ser um achado
diferencial dessa pesquisa.

51 CONCLUSAO

Diante dos resultados, podemos concluir que o 6leo essencial de copaiba e o 6leo
de girassol ozonizado ndo apresentaram diferencgas na cicatrizagdo de feridas de primeira
intencédo, quando comparadas ao grupo controle. Os resultados foram bem homogéneos,
ndo evidenciando uma aceleracdo na cicatrizacdo ou qualquer uma das outras acdes
descritas em literatura desses agentes. Foi observado uma maior incidéncia de crostas
em grupos tratados com 6leo essencial de copaiba, podendo indicar que esse tipo de 6leo
pode influenciar no aparecimento de crostas em feridas, provavelmente estimulando os
fibroblastos. O N baixo e a limpeza diaria das feridas pode ser um fator determinante. Para
avaliar melhor a influéncia do 6leo de copaiba e de girassol ozonizado em cicatrizagéo de
feridas, sugere-se o uso destes 6leos na cicatriza¢édo de feridas de segunda intencgéo.
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